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NASTAVNQ-NAUCNOM VEVCU
TEHNOLOSKO-METALURSKOG FAKULTETA
UNIVERZITETA U BEOGRADU

Na sednici Nastavno—naucnog veca Tehnolosko—metalurSskog fakulteta u Beogradu odrzanoj
12.11.2009. godine, odredeni smo za clanove Komisije za ocenu naucne zasnovanosti teme doktorske
disertacije pod naslovom:

“RAZVOJ IMOBILISANIH SISTEMA SA PENICILIN-ACILAZOM IZ Escherichia coli ZA
DOBIJANJE POLUSINTETSKIH PENICILINA”

koju je predlozila Milena Zuza, dipl. inz. Komisija je pregledala prijavu i obrazloZenje teme doktorske
disertacije i Nastavno—nau¢nom vecu podnosi sledeci

IZVESTAJ
A. OBRAZLOZENJE TEME

1. Nauc¢na oblast
Predlozena tema i istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije pripadaju nau¢noj oblasti
biohemijskog inZenjerstva i biotehnologije za koju je matican Tehnolosko-metalurski fakultet u Beogradu.

2. Predmet rada

Predmet rada ove disertacije je razvoj enzimskog postupka hidrolize prirodnog penicilina G u cilju
dobijanja 6-aminopenicilanske kiseline (6-APK) kao osnovnog prekursora u sintezi polusintetskih
antibiotika. Pri tome Ce se razmatrati dve reakcije i to hidroliza prirodnog penicilina G do 6-APK, i sinteza
ampicilina iz dobijene 6-APK i odgovarajuceg acil donora. U obe reakcije ¢e se kao katalizator koristiti
nativna ili imobilisana penicilin-acilaza iz Escherichia coli. Polusintetski penicilini, pored cefalosporina,
predstavljaju osnovnu grupu B-laktamskih antibiotika i spadaju u jedne od najkori$éenijih faramaceutskih
preparata zbog Sirokog spektra dejstva i velike hemijske stabilnosti. Polusintetski antibiotici, ne pokazuju
samo bolja svojstva kao $to su povecana stabilnost, smanjena rezistencija mikroorganizama, lakSa
apsorpcija, ve¢ izazivaju i znatno manje sporednih efekata u poredenju sa prirodnim penicilinima.

Hemijski procesi hidrolize prirodnog penicilina se odvijaju na niskim temperaturama (nize od -30
°C) pod strogo anhidrovanim uslovima u prisustvu organskih rastvaraca i uz obaveznu zastitu bo¢nih grupa
da bi se izbeglo stvaranje sporednih proizvoda. Zbog toga se hemijski proces odvija dvostepeno uz znatno
vecu potrosnju skupih hemijskih reagenasa koji dovode do stvaranja toksi¢nog otpada i zagadenja Zivotne
sredine. Pored toga, zbog neselektivnosti hemijskog katalizatora, troskovi separacije i precis¢avanja
proizvoda su veéi, dok je njegov kvalitet znac¢ajno manji. Nasuprot ovome, enzimska hidroliza penicilina G
se odvija pod blagim uslovima u vodenom rastvoru u slabo alkalnoj sredini (pH 7,5; t=37 °C). Zahvaljujuéi
velikoj katalitickoj aktivnosti i specificnosti enzima nepotrebna je zastita karboksilnih grupa u -
laktamskom jezgru, smanjen je rizik od racemizacije supstrata i odvijanja sporednih reakcija i nije potrebno
dodavati toksi¢ne organske rastvarace koji se upotrebljavaju u konvencionalnim hemijskim procesima. Kao
katalizator u enzimskim reakcijama koristi se nativna ili imobilisana penicilin-acilaza mikrobnog porekla.

Na osnovu pregleda velikog broja radova i patenata u ovoj oblasti moze se zakljuciti da se radi o
izuzetno aktuelnoj problematici i da se penicilin-acilaze ve¢ dugo ispituju i uspesno koriste kao katalizatori
u proizvodnji polusintetskih antibiotika. Za ove enzimske procese u razvijenim zemljama razvijeni su
razliciti sistemi i postrojenja, neki od njih i do nivoa komercijalne primene. U tehnoloskom smislu poseban
znacaj ima primena imobilisanih penicilin-acilaza na razli¢itim nosa¢ima ¢ime se omogucava visekratna
upotreba biokatalizatora, olakSana separacija finalnog proizvoda i kontinualno izvodenje reakcije u
razli¢itim reaktorima.



Razvoj efikasnog imobilisanog sistema sa penicilin-acilazom je veoma sloZen problem jer u toku
imobilizacije moze doéi do nezeljenih gubitaka aktivnosti enzima usled pretrpljenog hemijskog tretmana, a
u toku izvodenja reakcije sa imobilisanim enzimom u ovim heterogenim sistemima obic¢no dolazi do
dodatnih gubitaka aktivnosti enzima usled difuzionih limitacija. Pored toga, vrsta nosaca moze znacajno da
utice na raspodelu supstrata, proizvoda i protona vodonika u sistemu, a usled toga i na svojstva
imobilisanog enzima kao $to su aktivnost, specifinost, pH i temperaturni profil, kinetic¢ka svojstva,
inhibitorni efekti, stabilnost i druga. Narocito znacajni pri izvodenju reakcije hidrolize penicilina G mogu
da budu efekti raspodele 6-APK izmedu nosaca i rastvaraca jer navedeni proizvod moze da deluje kao
kompetitivni inhibitor na enzim i da dovede do promene pH vrednosti u sistemu. Zbog toga, izbor postupka
i nosaca za imobilizaciju moraju biti pazljivo optimizovani.

U radu ée se ispitati razliciti postupci imobilizacije enzima na nekoliko prirodnih i sintetskih
polimera sa razliCitim funkcionalnim grupama (hitozan, Eupergit C i C 250L, Sepabeads EC-EP,
Sepabeads EC-EA, Sepabeads EC-HA). Prednost ¢e biti data hemijskim metodama imobilizacije enzima na
¢vrste nosace (kovalentna imobilizacija) koje omogucavaju dobijanje stabilnih enzimskih preparata u dosta
Sirokom intervalu procesnih uslova. Ovo je veoma vazno pri proizvodnji farmaceutskih proizvoda gde ne
sme do¢i do spiranja enzima i kontaminacije proizvoda proteinima. Pored toga, prema broju postupaka i
specificnih agenasa koji se koriste, kovalentna imobilizacija je raznovrsnija od ostalih i otvara mogu¢nosti
ciljne promene svojstava imobilisanog enzima, tako da se moze dobiti biokatalizator zeljene aktivnosti,
specificnosti prema supstratu, termalne i pH stabilnosti.

Za razvoj efikasnog enzimskog procesa veoma je vazno da se nade i odovarajuce reaktorsko
reSenje 1 operativni uslovi za izvodenje reakcije sa imobilisanim enzimima. U tom cilju, za nekoliko
odabranih imobilisanih enzima ispitace se pocetna kinetika hidrolize penicilina G u tri reaktorska sistema:
Sarznom reaktoru sa meSanjem, protonom reaktoru sa pakovanim slojem Cestica biokatalizatora i
protoénom reaktoru sa pakovanim slojem sa recirkulacijom reakcione smeSe. Na dobijene kineticke
rezultate primenicée se razliéiti kineti¢ki modeli koji uzimaju u obzir razliite vrste inhibicije i usvojice se
model koji pokazuje najbolje slaganje sa eksperimentalnim rezultatima. Ova kineticka ispitivanja su veoma
vazna da bi se na osnovu vrednosti kinetickih konstanti izabrao najpogodniji reaktorski sistem za izvodenje
reakcije koji dovodi do smanjenja inhibitornih uticaja supstrata i proizvoda reakcije.

Pored reakcije hidrolize prirodnih penicilina, penicilin-acilaza moze da katalizuje reakcije sinteze
polusintetskih antibiotika iz 6-APK i odgovarajucih acil donora. Reakcija se moze izvoditi pri kineticki ili
termodinamicki kontrolisanim uslovima, pri ¢emu su od veceg znacaja kineticki kontrolisane reakcije jer se
teoretski mogu posti¢i veci prinosi proizvoda. Medutim, optimizacija procesnih parametara kod kineticki
kontrolisanih reakcija je slozen problem usled toga Sto prinos proizvoda prolazi kroz maksimum za neko
vreme odigravanja reakcije i, pri tome, pored temperature i pH, zavisi i od aktivnosti vode u sistemu i
svojstava biokatalizatora. Generalno, u sistemima sa manjim sadrzajem vode, kao §to su sistemi sa
kosolventima ili sa visokim koncentracijama supstrata, mogu se posti¢i veci prinosi proizvoda zbog
smanjenja brzine hidrolize kao kompetitivne reakcije. Po izboru imobilisanog biokatalizatora, u radu ¢e se
ispitati mogucnost sinteze ampicilina u nekoliko sistema sa razli¢itim kosolventima, narocito poliolima, i
velika paznja ¢e biti posvecena optimizaciji procesnih parametara u cilju postizanja vec¢ih prinosa
polusintetskog antibiotika.

3. Naucni cilj rada

Osnovni cilj ove doktorske disertacije je optimizacija postupka sinteze polusintetskih antibiotika
na bazi penicilina primenom imobilisane penicilin-acilaze iz E. coli. Pri tome ¢e se razmatrati dve reakcije i
to hidroliza prirodnog penicilina G do 6-APK, i naknadna sinteza ampicilina iz dobijene 6-APK i fenilacetil
glicina katalizovane nativnom i imobilisanom penicilin-acilazom. Da bi se realizovao postavljeni cilj
potrebno je izvrsiti izbor nosaca i metode za imobilizaciju enzima, optimizovati postupak imobilizacije
enzima sa aspekta mase vezanog enzima i prinosa aktivnosti, okarakterisati dobijeni biokatalizator i ispitati
razlike u kinetiCkim osobinama nativne i imobilisane penicilin-acilaze, izabrati odovarajuce reaktorsko
reSenje za izvodenje reakcije sa imobilisanim enzimima i ispitati operativna stabilnost sistema. Pored
navedenog, bice ispitana mogucnost enzimske sinteze ampicilina u sistemu sa imobilisanim enzimom pri
razli¢itim procesnim uslovima u cilju postizanja maksimalnih prinosa i produktivnosti reakcije.

Da bi se utvrdile razlike u delovanju nativnog i imobilisanog enzima potrebno je u prvim fazama
istrazivanja izvrsiti karakterizaciju nativne penicilin-acilaze iz E. coli i ispitati njena kataliti¢ka svojstva u



reakciji hidrolize penicilina G kao referentnom sistemu. U tom cilju utvrdi¢e se sadrzaj proteina u
komercijalnom enzimskom preparatu, specificna aktivnost, pH i temperaturni profil, termalna stabilnost
kao 1 vrednosti kinetickih konstanti i to Mihaelisove konstante, maksimalne brzine reakcije i konstante
specifiénosti (K../Ky). Isto tako, ispitace se uticaji inhibicije supstratom u visku i proizvodima reakcije na
brzinu reakcije u sistemu sa nativnim enzimom i u tom cilju bi¢e odredene vrste inhibicije i vrednosti
konstanti inhibicije.

U drugom delu rada osnovna istrazivanja ¢e biti usmerena na stabilizaciju enzima razliCitim
postupcima, odnosno na razvoj postupaka za o¢uvanje aktivnosti enzima u §to duzem periodu lagerovanja i
primene. U tom cilju ispitace se nekoliko postupaka hemijske imobilizacije enzima na razli¢itim prirodnim
1 sintetskim polimerima (hitozan, Eupergit, Sepabeads sa razli¢itim funkcionalnim grupama) kao i postupak
imobilizacije prethodno hemijski modifikovanog enzima. U radu ¢ée se ispitati moguénost direktnog
vezivanja penicilin-acilaze preko amino grupa u molekulu za epoksidne grupe nosaca, vezivanje enzima za
nosa¢ koji je prethodno aktiviran razliitim agensima (2-aminoetanol, glutaraldehid) ili vezivanje
prethodno modifikovanog enzima za nosa¢ sa amino i epoksidnim grupama. Planirano je da se hemijska
modifikacija enzima izvodi pomocu dialdehidnih derivata prirodnih polisaharida (skroba, alginata,
hitozana) koji su prethodno dobijeni oksidacijom perjodatnom metodom. Ovako dobijeni glikozilovani
enzim sada moze da se veze za amino-nosace preko uvedenih aldehidnih grupa koje nisu od esencijalnog
znacaja za njegovu aktivnost i na taj nacin moze da ne dode do gubitaka aktivnosti usled imobilizacije.
Ocekuje se, takode, da ¢e ova metoda znacajno doprineti stabilizaciji enzima jer su i u prirodi najstabilniji
enzimi glikoproteini i enzimi se obi¢no produkuju u glikozilovanom obliku u slucaju kada ih celija
produkuje u spoljasnju sredinu, gde su nepovoljniji uslovi. Ispitade se i mogucnost aminacije penicilin-
acilaze 2-aminoetanolom i imobilizacije tako modifikovanog enzima na nosace sa epoksidnim grupama u
cilju vezivanja enzima za nosa¢ preko veceg broja hemijskih veza (tzv. ,,viSetackasto vezivanje). Za
ovakve biokatalizatore se ocekuje da ¢e pokazati veliku termalnu i pH stabilnost, $to ¢e se, naravno, utvrditi
na osnovu proucavanja kinetike termalne deaktivacije enzima na nekoliko temperatura. U slucaju svih
primenjenih metoda imobilizacije, dobijeni biokatalizatori ¢e biti u potpunosti okarakterisani za primenu u
reakciji hidrolize penicilina G i uporedeni sa referentnim sistemom sa nativnim enzimom. Potpuna
karakterizacija biokatalizatora podrazumeva odredivanje mase vezanog enzima na nosacu, specificne
aktivnosti, prinosa imobilizacije, poznavanje pH i temperaturnog profila, termalne stabilnosti, stabilnosti
pri lagerovanju, operativne stabilnosti i moguénosti reciklacije. U nekim od imobilisanih sistema ispitace se
kinetika reakcije i efekti inhibicije supstratom i proizvodima reakcije i na osnovu dobijenih rezultata
izvesce se odgovarajudi kineticki modeli za slobodan i imobilisani enzim.

U cilju optimizacije enzimskog postupka hidrolize penicilina G, pored izbora nosaca i metode za
imobilizaciju enzima, potrebno je podesiti procesne parametre i nacin izvodenja procesa, izabrati
konfiguraciju i odgovarajuéi rezim rada bioreaktora. U tom cilju, za nekoliko odabranih imobilisanih
enzima ispitace se pocetna kinetika hidrolize penicilina G u tri reaktorska sistema: Sarznom reaktoru sa
mesanjem, proto¢nom reaktoru sa pakovanim slojem cestica biokatalizatora i proto¢nom reaktoru sa
pakovanim slojem sa recirkulacijom reakcione smesSe. Na dobijene kineticke rezultate primenice se razliciti
kineticki modeli koji uzimaju u obzir razli¢ite vrste inhibicije. Na osnovu usvojenog kinetickog modela sa
najmanjim odstupanjima od eksperimentalnih rezultata, utvrdi¢e se inhibitorni efekti supstrata i proizvoda
reakcije u razlic¢itim reaktorskim sistemima.

U cilju optimizacije enzimske sinteze ampicilina pomocu odabranog imobilisanog enzima
potrebno je ispitati uticaj procesnih parametara (pH, temperature, koncentracije supstrata i biokatalizatora,
pocetne aktivnosti vode), nacina izvodenja procesa (eventualno odvodenje proizvoda reakcije) i dodatka
kosolventa na brzinu reakcije i prinos proizvoda.

4. Metode istraZivanja

Aktivnost penicilin-acilaze ¢e se odredivati spektrofotometrijskom metodom na osnovu merenja
koli¢ine nastalog proizvoda (6-APK) uz koris¢enje p-dimetilaminobenzaldehida kao bojenog indikatora. U
reakciji sinteze ampicilina, supstrati i proizvodi enzimske sinteze ¢e se analizirati tecnom hromatografijom
pod visokim pritiskom. Sadrzaj proteina ¢e se odredivati standardnim spektrofotometrijskim metodama po
Loriju, dok ¢e se Cistoca enzimskog preparata utvrditi SDS-PAGE elektroforezom. Svi postupci hemijske
modifikacije enzima kao i imobilizacije enzima ¢e se izvoditi prema originalnim ili modifikovanim
metodama iz literature. U slucaju imobilizacije penicilin-acilaze na hitozanske Cestice primenice se tehnike
za dobijanje mikrocCestica i to tehnika elektrostaticke ekstruzije. Dobijeni imobilisani enzimi bice



okarakterisani prema standardnim metodama za odredivanje termostabilnosti i operativne stabilnosti, pH i
temperaturnog profila, dok ¢e se obrazovanje hemijskih veza izmedu enzima i nosaca utvrditi FT-IR
spektroskopijom.

5. Aktuelnost problematike u svetu

Istrazivanja u oblasti biohemijskog inZenjerstva u velikoj meri su usmerena ka razvijanju novih
enzimskih postupaka proizvodnje jedinjenja od komercijalnog znacaja. Sve je veéi broj industrijskih
postupaka koji se zasnivaju na katalitickom dejstvu enzima zahvaljujué¢i razvoju novih tehnika
imobilizacije enzima koje su dovele do drasticnog smanjenja troskova jer su omogucile visestruku upotrebu
skupih enzima i razvoj kontinualnih postupaka u protocnim reaktorima.

Interes za efikasnom enzimskom sintezom polusintetskih antibiotika koja je zasnovana na
principima zaStite energije i Zivotne okoline je u stalnom porastu. U toku prethodne tri decenije objavljen je
veliki broj naucnih radova i patenata na temu enzimske sinteze ampicilina i drugih polusintetskih
antibiotika, od kojih su neki i komercijalizovani u postrojenjima razlicitih kapaciteta. Medutim, iako je
postalo jasno da se radi o veoma perspektivnoj tehnologiji koja ¢e u potpunosti potisnuti hemijsku, jos uvek
nisu postignuti odgovarajuc¢i kapaciteti proizvodnje zbog malih prostorno-vremenskih prinosa reaktora i
male stabilnosti imobilisanih enzima. U cilju prevazilazenja ovih problema nastavljaju se istrazivanja u
pravcu stabilizacije penicilin-acilaze imobilizacijom na razliCite nosace i drugim postupcima kao i1
optimizacijom procesnih uslova i konstrukcije bioreaktora.

6. Ocekivani rezultati

Ocekuje se da ¢e navedena istrazivanja dati znacajan nauc¢ni doprinos u sagledavanju moguénosti
primene imobilisanih enzima u hidrolizi prirodnog penicilina kao i sintezi ampicilina. Isto tako, rezultati
koji ¢e proiste¢i iz ove doktorske disertacije mogu da doprinose razumevanju mehanizama i kinetike
hidrolize penicilina G u razlicitim sistemima sa imobilisanom penicilin-acilazom, naro€ito vrstama i
efektima inhibicije.
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